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VARIABILIDAD DEL GEN DE LA ENVOLTURA DEL VIH-1 EN TRES
GRUPOS HUMANOS CON DIFERENTES CONDUCTAS SEXUALES
DE RIESGO PARA ADQUIRIR ITS-VIH

Carlos Yabar V'@, Javier Salvatierra F?°, Eberth Quijano G*°

RESUMEN

Objetivo: Determinar la variabilidad genética del gen de la envoltura porcién C2-V3-C3 (env) del VIH-1 infectando grupos
humanos con diferente conducta sexual de riesgo para adquirir ITS-VIH. Materiales y métodos: Se seleccionaron 50
sujetos infectados con VIH-1 de los cuales 19 fueron hombres trabajadores sexuales (HTS), 8 mujeres trabajadoras
sexuales (MTS) y 23 sujetos heterosexuales (SH). Se realizé la extraccién de ADN gendmico y la amplificacion del
gen env por PCR. Se identificd el subtipo genético por ensayo de movilidad de heterodtplex (HMA) y se confirmaron
los resultados por analisis filogenético. Asimismo, se realizé el analisis de recombinacion intragenética, diversidad y
distancia genética en las tres poblaciones. Resultados: Se amplific el gen env en 49 muestras (98%) y se logro
secuenciar el fragmento en 40 de ellas. Se observé que el 97,5% de las muestras de VIH fueron subtipo B mientras que
una muestra no pudo ser clasificada filogenéticamente. Asimismo, se encontraron pequefios tramos de recombinacion
en el gen envde VIH en MTS (33%), HTS (43%) y SH (45%). El mayor indice de diversidad de nucleétidos (Pi) de env
se encontré entre las muestras de VIH provenientes de SH y HTS (0,12 y 0,13 respectivamente). Conclusiones: Se
encontré una mayor variabilidad genética del gen env de VIH-1 en las poblaciones de HTS y SH, sin embargo, el subtipo
genético y la frecuencia de recombinacion de este fragmento genético fue similar en los tres grupos estudiados.
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ENVELOPE GENETIC VARIABILITY OF HIV-1 INFECTING HUMAN GROUPS
WITH DIFFERENTS RISK SEXUAL BEHAVIOUR TO ADQUIRE HIV-STD

ABSTRACT

Objectives: To determine the genetic variability of C2-V3-C3 envelope genetic portion (env) of HIV-1 from human groups
showing different sexual behavior to acquire STD/HIV. Material and methods: Fifty HIV-infected subjects were selected,
which nineteen of them were male sex workers (MSW), eight female sex workers (FSW), and twenty three heterosexual
subjects (HS). DNA genomic was extracted and the gen env was amplified by PCR. Genetic subtype as identified
by heteroduplex mobility assay (HMA) and confirmed by phylogeny. Likewise, intragenic recombination, diversity and
genetic distance were analyzed for the three populations. Results: Forty nine (98%) samples were successfully amplified
by PCR but only forty were sequenced. HMA and phylogeny analysis revealed that 97.5% of HIV-1 samples were subtype
B, but only one sample remain unclassifiable. Likewise, short recombinant regions in gene env were found from FSW
(33%), MSW (43%) and HS (45%). Finally, HIV species infecting MSW and HS showed the highest diversity nucleotide
between them (Pi) (0,12 and 0,13 respectively). Conclusion: This study revealed that env gene was highly variable in
MSW and HS populations, however genetic subtype and recombination frequency were similar for the three groups..

Key words: HIV; Genetic variability; Risk group; Genotyping (source: DeCS BIREME).
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INTRODUCCION

El VIH es uno de los agentes patdégenos con mayor tasa
de variabilidad genética y con una alta capacidad de
adaptacion en su hospedero humano'2. Esta diversidad
se refleja en la existencia de 11 subtipos diferentes
de VIH-1 dentro del grupo M' y hasta 32 especies
recombinantes®, de las cuales siete ya han sido han
caracterizadas en América®".

La presencia de recombinaciéon es consecuencia de la
infeccién mixta de variantes genéticas del VIH®, evento
que ha sido observado principalmente en sujetos con
comportamiento sexual de alto riesgo” 8. De esta
manera, el factor humano se convierte en un componente
importante en la transmisién, recombinacién y expansion
de especies virales® °.

Al respecto, existen evidencias que demuestran que
algunos grupos humanos con comportamiento de
alto riesgo para ser infectados por VIH favorecen la
transmision de algunos subtipos genéticos sobre otros®
1012 broduciendo como consecuencia una distribucion
de variantes genéticas que difiere de una region a otra.

En el Peru, la variante genética de mayor prevalencia
es el subtipo B3, aunque otros subtipos como el F, A,
C y las formas recombinantes BF y CRF17_BF también
han sido reportados en muy baja frecuencia''®. Es de
resaltar que en dichos estudios no se ha observado
ninguna correlacién entre los grupos que presentaron
diferente conducta sexual (poblacién de homosexuales
y trabajadoras sexuales) y el subtipo genético. Esto
sugiere que para establecer diferencias de variabilidad
genética del VIH en estos grupos se requiere profundizar
la investigacion mediante la deteccién de eventos de
recombinacién y diversidad genética.

Por tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar
la variabilidad genética (subtipos, recombinacion y
diversidad genética) de la porcion C2-V3-C3 del gen
de la envoltura (env) de VIH-1 que infecta poblaciones
con diferente comportamiento sexual para adquirir
VIH / ITS tales como trabajadoras sexuales (MTS),
sujetos heterosexuales (SH) y hombres homosexuales
que practican el trabajo sexual (HTS). Con relacién
a los HTS, hemos reportado recientemente que las
caracteristicas del comportamiento sexual de este grupo
difieren sustancialmente de las MTS principalmente en
lo referente al consumo de estupefacientes y contacto
sexual con clientes extranjeros dentro y fuera del pais'®.
Creemos que env de VIH-1 en los HTS podria presentar
caracteristicas genéticas diferentes con relacion al VIH
de las MTS, lo cual pretende ser demostrado en este
estudio.

MATERIALES Y METODOS
DISENO

El presente estudio es de tipo retrospectivo y
comparativo, el cual fue evaluado y aprobado por los
comités de investigacion y de ética del Instituto Nacional
de Salud. El universo comprendié una poblacion de
153 muestras de sangre congelada, proveniente de
los proyectos: “Deteccidon de subtipos de VIH-1 en
trabajadoras y trabajadores sexuales de Limay Callao”(n
= 102) e “Identificacion molecular de mutaciones
puntuales relacionadas a resistencia a drogas en VIH-
1” (n = 51). Ambos proyectos fueron llevados a cabo
durante los periodos 2003-2005 y cuentan con ficha
de consentimiento informado con la autorizacién del
participante para conservar y analizar sus muestras en
estudios posteriores de tipo genético-molecular.

Del universo, se seleccion6 un grupo de 50 muestras
de sangre, las cuales tenian los datos personales
completos (nombre, edad, sexo, lugar de procedencia)
de los pacientes, un volumen > 200 pL y eran positivas
a PCR paralos genes gag, de la proteasa y transcriptasa
reversa.

MUESTRAS DE REFERENCIA

Como ADN control del PCR y del ensayo de movilidad
de heteroduplex (HMA) se incluyeron plasmidos
recombinantes conteniendo la regién parcial o completa
que codifica las proteinas gp120 y gp160 de VIH-1"".
Los insertos de cada plasmido correspondieron a cepas
de VIH-1 de referencia desde el subtipo A al J. Los
plasmidos recombinantes fueron proveidos por el HIV
Reagent Program del National Institute of Health (NIH)
de los EEUU.

EXTRACCION DE ADN

Para realizar la extraccion de ADN se tom6 un volumen
de 200 mL de sangre periférica y se siguieron los
procedimientos recomendados por el fabricante del
kit de extraccion de ADN a partir de sangre QIABlood
(QIAGEN). Los tubos conteniendo la solucion de ADN
total, fueron almacenados a -20 °C para su posterior uso.
Los tubos conteniendo el ADN purificado en solucién
fueron almacenados a -20 °C para su posterior uso.

PCR PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN env
La amplificacion del gen env de VIH-1 fue llevado a
cabo a través de dos pasos de PCR siguiendo las

especificaciones recomendadas por Delwart et al.'”
excepto para el caso de las muestras negativas para
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PCR donde se modificaron las condiciones de algunos
parametros fisicos como la temperatura de alineamiento
del cebador y tiempo de extension.

ENSAYO DE MOVILIDAD DE HETERODUPLEX
(HMA)

Los productos de amplificacion luego de ser analizados
por electroforesis en geles de agarosa fueron
seleccionados y sometidos a HMA segun las
especificaciones de Delwart et al.'”. Para tal efecto se
prepararon productos de PCR del gen env a partir de
cuatro subtipos de referencia A, B, C y F, los cuales
fueron mezclados en igual proporcion con buffer de
alineamiento de heteroduplex 10X. La muestra fue
sometida a desnaturalizacion a 97 °C por tres minutos
y renaturalizacién en un bafio de hielo (0 °C). La
identificacion de los subtipos se llevé a cabo mediante
la visualizacion de los patrones de banda de ADN
que presentaron mayor migracién (homoduplex) por
electroforesis de acuerdo con las especificaciones
recomendadas por Delwart et al."”.

SECUENCIAMIENTO DE ADN

Las reacciones de secuenciamiento de ADN se
llevaron a cabo siguiendo el protocolo establecido por
los fabricantes del kit de secuenciamiento (Thermo
Sequenase Cy5 Dye Terminador Cycle Sequencing Kit).
La reaccion se llevo a cabo usando entre 3 a 4 mL de
producto de PCR (20 — 100 ng de ADN) y empleando el
primer ED31 para el gen env.

Cada uno de los tubos fue sometido a las condiciones
de PCR para la amplificacion del gen env'” exceptuando
los pasos de desnaturalizacion y extension final. La
solucion final fue sometida a electroforesis usando el
secuenciador automatico ALF Express.

Para corroborar la confiabilidad de la lectura de las
secuencias de nucleodtidos, se repitié hasta tres veces
el secuenciamiento de ADN de cada muestra. Por
cada repeticion se volvid a hacer la extraccion de ADN
gendmico, PCR, Nested PCR, purificacién de ADN vy el
secuenciamiento de ADN propiamente dicho.

DETERMINACION DE RECOMBINACION

Se analizaron secuencias mediante el programa
Genotyping tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
genotyping/formpage.cgi) con el fin de realizar una
comparacién heuristica de la region genética por
analizar, con una base de datos de 117 secuencias de
referencia de diferentes subtipos. De acuerdo con este
programa, es posible calcular la identidad genética de
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la muestra problema con cada uno de los subtipos de
referencia mediante comparacion de secuencias de
nucledtidos a lo largo de toda la region genética.

De existir alguna region en particular con una alta
identidad respecto a un subtipo diferente, el programa
mostrara una barra de color diferente. Con el fin de
complementar los resultados de este andlisis, se
realizé la ejecucion del programa RDP (Recombination
Detection Program versién 1.08)'® el cual a diferencia
del Genotyping tool, busca regiones recombinantes
por filogenia con cepas de subtipos de referencia y
selecciona aquellas candidatas que presenten valores
estadisticamente significativos de recombinacién. Una
ventaja importante de este programa es que permite
la combinacion y ejecucion de hasta cinco métodos
diferentes.

ANALISIS FILOGENETICO

Las secuencias de VIH fueron alineadas usando el
programa ClustalW versién 1.83"° cuya informacion
permiti6 el disefio del arbol filogenético. Para este
propdsito se us6 el método Neighbor-Joining® aplicando
el modelo de Kimura 2 pardmetros?' considerando
1000 boostrap como réplicas, omisiéon de gaps y una
distribucién gamma de 0,5. Este analisis se realizd
usando el programa Mega versién 3.1,

ANALISIS DE DIVERSIDAD DE NUCLEOTIDOS (Pi) Y
DISTANCIA GENETICA

Con el fin de evaluar cual fue el grado de variabilidad
genética del VIH que infecté cada uno de los grupos
estudiados se realizé el calculo de la diversidad de
nucleétidos (Pi) del env mediante el uso del programa
DAMBE version 4.5.27%. Para el célculo de Pi, se
realiz6 una comparacion de todas las secuencias y se
identificd el numero de secuencias diferentes dentro y
entre cada poblacion.

Asimismo, se realiz6 el calculo de la distancia genética
con el fin de identificar el grado de divergencia genética
del VIH dentro y entre cada uno de los grupos de
riesgo. Para tal propdsito se recurrié al programa Mega
utilizando el modelo de Kimura 2 parametros con un
boostrap de 1000 réplicas.

ANALISIS ESTADISTICO

Se recurrio a la base de datos obtenido de las encuestas
realizadas a los participantes con el fin de realizar un
analisis de frecuencia de las principales caracteristicas
epidemiologicas de cada poblacion con diferente
conducta de riesgo. Entre las principales variables
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estudiadas se considerd el intervalo de edad, sexo,
orientacion sexual y contacto sexual con extranjeros.
Los datos de frecuencias fueron calculados a través del
programa Excel de Windows XP.

RESULTADOS

HTS mostraron mayor frecuencia de contacto sexual
con extranjeros que otros grupos

Los datos estadisticos de las muestras seleccionadas
en el estudio mostraron que el intervalo de edad
comprendido entre los sujetos infectados fue de 18
a 67 anos de edad, siendo la poblaciéon de SH la que
present6é un promedio de edad mayor al de los demés
grupos de riesgo. De manera importante, el grupo de
HTS presento el mayor de porcentaje de contacto sexual
con extranjeros (63%). En este mismo grupo se observo
un caso de bisexualidad (5,3%) (Tabla 1).

Las modificaciones en las condiciones de
amplificacion para el gen env de VIH lograron
incrementar la sensibilidad de la prueba

De acuerdo con los resultados de Nested — PCR se
logré amplificar un producto de aproximadamente 550
pb (ver figura 1). Se considero la variacion de algunos
parametros fisicos durante la amplificacién como el
aumento del tiempo y temperatura de desnaturalizacion,
hibridacion y extension para cinco muestras que salieron

Tabla 1. Caracteristicas epidemiolégicas de las
poblaciones seleccionadas, Pert 2003-2005.

Caracteristicas MTS HTS SH
Muestras (n) 8 19 23
Edad
Promedio 33,5 37,4 38,5
Rango (23 - 46) (25 - 58) (18 - 67)
Sexo
Femenino (%) 100,0 0,0 47,8
Masculino (%) 0,0 100,0 52,2

Orientacion sexual

Heterosexual (%) 100 - 100,0
Homosexual (%) - 94,7 -
Bisexual (%) - 53 -

Contacto sexual con

extranjeros (%) e 63,2 0,0

HTS: Hombres trabajadores sexuales, MTS: Trabajadoras sexuales,
SH: sujetos heterosexuales.

A 1 23 4 5 6 7 8 9 10 11121314 1516 17 1819 20

=3 1

B 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 30
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250

Figura 1. Analisis del fragmento de 550 pb del gen env a partir
de un grupo de trabajadores sexuales (Panel A) y poblacion
general de heterosexuales (Panel B).

Carril 1y 21: Control negativo. Carriles 2 y 22: Marcador de
peso molecular 1Kb ladder. Carriles del 3 al 20 y del 23 al 32:
Muestras de pacientes infectados.

negativas usando las condiciones iniciales reportadas
por Delwart et al.'”, lograndose obtener una sensibilidad
de 98% (n = 49) como resultado final. Sélo una muestra,
correspondiente a un HTS no se logré amplificar con las
modificaciones realizadas en el PCR. Los ensayos de
inhibicion revelaron que no existié ningun componente
inhibitorio (datos no mostrados).

Ensayo de Movilidad de Heteroduplex (HMA)
evidencié presencia de subtipo B en la mayoria de
las muestras

De acuerdo con los resultados del HMA (figura 2) se
observé que 85% (n = 34) de las muestras analizadas
fueron subtipo B, mientras que el resto dio resultados
indeterminados (Tabla 1). El subtipo de estas ultimas
muestras fueron luego analizadas por secuenciamiento
de ADN (Tabla 2).

ANALISIS DE RECOMBINACION INTRAGENETICA

Se intentd identificar evidencias de recombinacion en
el gen env (recombinacion intragenética) usando el
programa Genotyping tool. Los resultados revelaron
la presencia de tramos de secuencias con regiones
altamente idénticas con formas recombinantes de los
tipos B / CRF03, B/ CRF014 y CRF015 lo cual sugiere
la existencia de recombinacion intragenética. En total, a
través del analisis blast se identificaron dos de seis casos
de recombinacién en MTS = 33,33%; cuatro de catorce
en HTS (28,57%) y seis de veinte en SH = 30,00%, lo
cual indica que la presencia de recombinantes entre las
tres poblaciones estudiadas es similar (Figura 3 y Tabla
2). Sin embargo, al analizar el tipo de recombinacion en
cada poblacién, se observé diferencias. Asi, BICRF03
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Figura 2. Analisis de HMA de una muestra de VIH-1 de
trabajador sexual (BM13) subtipo B.

M: Marcador de peso molecular 1 Kb ladder. Carril: HMA de
la muestra BM13. Carriles del 2 al 9: HMA de BM13 con los
subtipos de referencia A2, A3, B1, B2, C1, C2, C3 y F1. En el
recuadro se resaltan los heteroduplex de mayor movilidad que
se forman al haber mayor complementariedad de bases.

fue visto solamente en MTS, B/CRF014 y B/CRF03 en
HTS, mientras que en SH se observd recombinacion
principalmente con CRF15.

El analisis de recombinacién usando el programa RDP
version 1.08 reveld sélo dos casos de recombinacion
en HTS (B_J, B_G) y tres en SH (B_D, B_G) (p <
0,05)(Tabla 2).

1

i / Gen env /'

ANALISIS FILOGENETICO

El andlisis filogenético reveld que 90% de las muestras
fueron subtipo B (Figura 4) con excepcion de un grupo
de muestras (BM13, A14, BF9 y BM47) que formaron
un grupo filogenético no determinado, el cual se ubicd
entre los subtipos B y D. Para corroborar los resultados
obtenidos se usé el método de maxima parsimonia,
el cual mostré la misma topologia confirmando que el
subtipo predominante en estas muestras es el B (datos
no mostrados). Es de resaltar que 100% de especies
de VIH provenientes de HTS y MTS no mostraron una
consistente relacion filogenética con el subtipo B (valor
boostrap < 75, Figura 4). En contraste, un grupo de seis
(30%) muestras proveniente de SH formaron un grupo
filogenético muy relacionado con la cepa de referencia
subtipo B TH14-B2 (valor boostrap = 95%).

DIVERSIDAD (Pi) Y DISTANCIA GENETICA

Los datos de analisis de diversidad (Pi) genética del VIH
dentro de cada poblacion estudiada revelaron que el
mayor indice se encontré entre SH y entre HTS (0,12
y 0,13 respectivamente) mientras que el minimo valor
se encontré entre MTS (0,11) (Figura 5). Es importante
sefalar que al comparar la diversidad del virus infectando
entre cada grupo se observé una mayor diversidad
entre HTS y SH (0,13), mientras que el menor valor fue
detectado entre MTS y SH (0,12). Con el fin de analizar
si la diversidad genética correspondié a la distancia
genética del VIH por cada poblacion estudiada se
realiz6 una comparacion genética basado en el método
de distancias. De acuerdo con los resultados, el gen
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Figura 3. Analisis de recombinacién intragenética mostrando las formas recombinantes representativas encontradas en HTS,

MTS y SH.
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Figura 4. |dentificacion del subtipo genético del VIH-1 infectando
HTS, MTS y SH.

Las llaves indican el subtipo genético de las secuencias
analizadas (en letras mayusculas). El recuadro en lineas
punteadas indica un clado filogenético de muestras SH
relacionados a la cepa Thai (cédigo TH14-B2). El signo de
interrogacién indica la presencia de un grupo filogenético de
clasificacion aun indeterminada. Todos los subtipos no B (desde
A hasta la J) corresponden a secuencias de referencia obtenidas
de la Base de Datos de los Alamos (Ver materiales). En el arbol
filogenético solo se muestran valores boostrap > 50.

Tabla 2. Resumen de datos genéticos en la poblaciones
de HTS, MTS y SH.

Subtipos Analisis de recombinacion
MTS
BF4 B B B/CRF03 =
BF9 B ND B -
BF11 ND B B -
BF13 B B B /CRF03 -
BF17 ND B B -
BF23 B B B -
HTS
BM13 B ND B/CRF014 -
BM47 ND ND B B/J
BM52 B B B -
BM54 B B B -
BM65 B B B B/G
BM67 B B B/CRF014 -
BM70 B B B/CRF03 -
BM76 B B B -
BM77 B B B -
BM78 B B B -
BM90 B B B -
BM96 B B B/CRF03 -
BM98 B B B -
BM113 B B B -
SH
A4 B B CRF15 -
A5 B B B -
A6 B B B -
A7 ND B B -
A9 B B B -
A11 B B B/CRF03 -
A12 B B CRF15 -
A14 B ND B/CRF14 -
A15 B B B -
A17 B B CRF15 -
A18 B B CRF15 B/D
A23 B B B -
A25 B B B B/G
A27 B B B -
A28 B B B/CRF03 =
A51 B B B B/G
A52 B B B -
A53 ND B B -
A54 B B B -
AS55 B B B -
P<0,05.
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Entre HTS 0,128

Entre MTS 0,113

Entre SH 0,123

Entre HTS y MTS 0,125

VIH (gen env)

Entre HTS y SH 0,126

Entre MTS y SH 0,122

0,105 0,11 0,115 0,12 0,125 0,13
Diversidad genética (Pi)

Figura 5. Comparacion de la diversidad de nucleétidos (Pi)
entre cepas de VIH-1 infectando cada grupo de riesgo.

env de VIH present6 la mayor distancia entre SH y entre
MTS (0,13 y 0,14) mientras que entre MTS fue menor
(0,11). Al hacer la comparacion entre los diferentes
grupos se observé que la distancia genética fue similar
entre todos ellos (0,14) (Figura 6).

DISCUSION

Nuestros hallazgos sobre la variabilidad genética del
gen env (porcion C2-V3-C3) de VIH-1 en pacientes
peruanos revelan que el subtipo B sigue siendo
la variante predominante tal como fue reportado
previamente'®, sin importar de qué poblacion se trate.
Estos hallazgos demuestran que el subtipo B sigue
expandiéndose favorablemente en la poblacién peruana
y que la existencia de otros subtipos probablemente
esté supeditada a cambios en el modo de transmisién
viral y en la introduccion ocasional de variantes
provenientes de ofros paises. Una evidencia que
demuestra la relacion existente entre la expansion de
la variante genética y el grupo de riesgo fue reportada
recientemente entre usuarios de drogas intravenosas
(UDI) de Argentina, donde el recombinante BF'? parece
circular exclusivamente en este grupo de riesgo en
comparacion a otras variantes. En el caso de Peru la
realidad es totalmente contraria donde la baja o casi
nula prevalencia de UDI?* pudiera haber repercutido en
la baja frecuencia del subtipo F'31°,

Tomando en consideracidon que la introduccion de
nuevos subtipos en el Pert pueda verse favorecida
a través del contacto sexual con extranjeros, hemos
incluido un nuevo grupo de riesgo formado por HTS',
el cual se trata de una poblacién vulnerable muy poco
estudiada en nuestro medio y que se caracteriza por
presentar una alta frecuencia de contacto sexual
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VIH (gen env)

Entre HTS 0,140
Entre MTS 0,113
Entre SH 0,133
Entre HTS y MTS 0,137
Entre HTS y SH 0,141
Entre MTS y SH 0,135
T T T T T T T

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Diversidad genética

0,12 0,14 0,16

Figura 6. Distancia genética de cepas de VIH-1 correspondiente
a cada grupo de riesgo.

con clientes extranjeros. Nuestros datos de analisis
filogenético de env sugieren que el subtipo B de VIH-
1 que circula entre MTS y HTS corresponde a otro
linaje respecto a SH. Desde que el contacto sexual
con clientes extranjeros ha sido considerado como un
factor de riesgo de la transmision de VIH%, es probable
que a través de este medio se haya favorecido la
introduccion de nuevas cepas de VIH, trayendo como
consecuencia la generacion de nuevas especies por
recombinacion.

Este dato se refleja en la presencia de un grupo de
muestras clasificadas por env entre los subtipos B y
D, que no pudieron ser definidas filogenéticamente.
Al respecto, es probable que la presencia de rezagos
genéticos del subtipo D en el fragmento de env haya
generado tal distribucién, en un principio debido a que
tanto el subtipo B como el D provienen de un ancestro
comtn?®. Sin embargo tampoco se debe descartar la
presencia de recombinacién e hipermutacion (en este
caso de tipo B / D) en este grupo, eventos que habrian
intervenido en la distribucion filogenética de dichas
especies virales, tal como se observo en una cohorte de
muestras de VIH de Brasil?’.

En ese sentido, para que ocurra recombinacion B/ D es
necesaria la introduccion del subtipo D en el pais por
medio del contacto sexual con un portador extranjero.
De manera interesante, una de las muestras de cddigo
bm47 (Figura 4) fue extraida de un HTS quien reveld
haber tenido contacto sexual con diferentes clientes
extranjeros aunque sin declarar a qué nacionalidad
pertenecieron. Estos datos sugieren que el trabajo
sexual con extranjeros dentro y fuera del pais podria ser
una conducta de riesgo importante para la introduccion
de nuevos subtipos y formacién de nuevas especies de
VIH por recombinacion.
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Con relacion a este dudltimo punto, el analisis de
recombinacién intragenética de env reveld la presencia
de tramos de recombinacion intersubtipo en 17 muestras
provenientes de los grupos estudiados. Al respecto es
importante mencionar que estos casos en particular no
pueden ser considerados como formas recombinantes
circulantes de VIH, ya que para ello es necesario
caracterizar todo el genoma*®. Sin embargo, se trata de
especies virales que presentan sitios de recombinacién en
una region genética que codifica parte de la proteina de la
envoltura, la cual esta implicada en el proceso de entrada
del virus en la célula hospedera, asi como también en la
respuesta inmunoldgical®®. Asimismo, la regién analizada
comprendié el dominio C2 la cual ha sido caracterizada
previamente por presentar la mayor frecuencia de
recombinacion de VIH, en comparacion con otras partes del
genoma?®. En consecuencia, la presencia de regiones de
alta tasa de recombinacién en esta proteina es importante
ya que puede conferir diferencias en la capacidad de
infeccidn, respuesta inmunoldgica y consecuentemente en
la patogenicidad del VIH. Empero, se requieren mayores
estudios para corroborar esta hipétesis.

Asimismo, es importante mencionar que los hallazgos de
recombinacién mostrados en este estudio demuestran
indirectamente la existencia de eventos de infecciones
mixtas®, lo cual se describe mayormente en sujetos
homosexuales con alta promiscuidad sexual y en
trabajadoras sexuales’®. En consecuencia, no deberia
descartarse la posibilidad de encontrar infecciones
mixtas de VIH en la poblacion peruana.

Vale mencionar que se ha demostrado que el gen env
de VIH circulando en el grupo de HTS y SH presenté
una mayor diversidad y distancia genética que en MTS.
Este hecho podria deberse a los multiples eventos de
recombinacién observadas en estos grupos, las cuales
de acuerdo con otros estudios, favorecen la diversidad
del virus?6.

Aunque no tenemos evidencias estadisticamente
significativas, creemos que algunos factores
epidemioldgicos observados en HTS, tales como el alto
consumo de drogas ilegales, el continuo ejercicio del
trabajo sexual en mas de 80% de los HTS infectados
con VIH y la alta frecuencia de contacto sexual con
clientes extranjeros dentro y fuera del pais, podrian
también favorecer la diversidad del VIH a diferencia de
las MTS incluidas en este estudio, donde la conducta
sexual no presenté dichas caracteristicas'®.

En conclusion, nuestros datos demuestran que
la variabilidad de env de VIH-1 infectando tres
grupos humanos con diferente conducta de riesgo
es homogénea, principalmente a nivel de subtipos

genéticos y recombinacion, con excepcion de las cepas
virales que infectaron HTS y SH donde se encontré una
mayor diversidad genética.

Es importante sefalar que los datos obtenidos a partir
de env no pueden ser extrapolados a la caracteristica
genética del todo el virus, puesto que en VIH la
presencia de recombinacién a lo largo de todo el
genoma puede generar una informacion de variabilidad
genética completamente diferente respecto a env. En
consecuencia, se recomienda continuar el estudio
ampliando el numero de marcadores moleculares o bien
analizando el genoma completo.

De otro lado, es importante sefalar que el numero de
muestras analizadas en este estudio fue pequefio (n =
50) y por tanto, los hallazgos encontrados no pueden ser
considerados como datos representativos para las tres
grupos analizados. Por consiguiente, se recomienda
incrementar la cantidad de muestras, a fin de conocer
con mayor detalle todos los eventos que ocurren durante
la evoluciéon del virus en poblaciones con diferente
conducta sexual.
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